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1 .はじめに
環境試料中のトリハトメタン類やダイオキシン、内分泌撹乱物質(環境ホルモン〉等
は、環境汚染物質として指定されており、その検出法について様々な研究がなされてい
る。これらの環境汚染物質は、ハロゲンと結びついていて、毒性もしくは猛毒性を発揮
し、分解も困難である。
塩素系プラスチック廃棄物や、塩素系廃溶剤などの焼却処理に際し、熱的変換反応に
よる新たな有害塩素化合物の生成が懸念されており、クロロベンゼン類、クロロスチレ
ン類、低級塩素化合物などの発生も報告されている。クロロフエノール類もこうした熱
的変換反応生成物の一つであり、燃焼条件によっては、クロロベンゼン類から更に有害
なポリ塩化ジベンゾジオキシン (P CDD) が生成される際の中間生成物と考えられて
おり、日常的には、コミ焼却に伴って排出されるダイオキシンが問題となっている。
PCDD生成の中間生成物と考えられている0-， m-, pークロロフエノールのラットの
対する LD 50はそれぞ、れ 0.67、 0.57 、 0.67gjkg と報告され、毒性としては強いほう
ではないが、高濃度のフエノール類を短期あるいは長期に暴露すると様々な生理的影響
が現れ、病理的所見も報告されている。
このような背景から、環境水及び排水に含まれるフエノール類、そのハロゲン化物と
してのクロロフエノールの検出を試みた。
フエノール類の定量法としては]1 S K0102 に 4 ーアミノアンチピリン吸光光度法
(4-AA法)が定められいるが、前処理の操作が煩雑であり、検出感度も不十分であ
る。そこで、 4-AA法の高感度化を目的に固相抽出を用いて濃縮・分離し、その検出
法を検討したところ、簡便に 20 .......， 100 倍程度の濃縮が可能であることが分かつた。
2. 実験
2 ・ 1 試薬
クロロフエノール標準溶液:和光純薬製、試薬特級クロロフエノールを蒸留水に溶か
して 10-2 M溶液を調整し、適宜希釈して用いた。
フエノール標準溶液:和光純薬製、試薬特級フエノールを蒸留水にとかして100μg
nù-1溶液を調整し、適宜希釈して用いた。
0ークレゾール、 mークレゾール標準溶液:いずれも和光純薬製、試薬特級を用い、フ
エノール標準溶液と同様に調整した。
1%4-アミノアンチピリン溶液:和光純薬製、試薬特級4-アミノアンチピリン
(4-AA と略記) 1.0 gを蒸留水に溶かして 100ml とした。
1%ヘキサシアノ鉄(皿〉酸カリウム:和光純薬製、試薬特級ヘキサシアノ鉄(皿)
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酸カリウム1.0 g を蒸留水 100 m!に溶かして調整した。
緩衝液:塩化アンモニウムとアンモニア水を用いてpH=10溶液を調整した。 pH
=4 の緩衝液はリン酸二水素カリウムと希リン酸を用いて調整した。
60%アセトニトリル、 90%メタノールは和光純薬製、残農用試薬を、蒸留水で希
釈して用いた。
その他の試薬は、市販特級品を用いた。
2 ・ 2 装置
吸収スペクトル及び吸光度の測定は、目立200-20形吸光光度計を使用した。セ
ルは光路長 10mmのガラスセルを用いた。 pHの測定には、東亜電波製 HM-5S 形 p
Hメーターを使用した。
2. 3 標準操作
10-5Mクロロフエノール標準溶液、または、 10μg m!-lフエノール標準溶液1~10m1
を25ml メスフラスコに採り、塩化アンモニウムーアンモニア緩衝液 (pH 1 0) 1m!、
1 % 4-AA 1ml 、 1%ヘキサシアノ鉄 (III) 酸カリウム5ml を加え、蒸留水で標線に
合わせる。同様に操作した試薬空試験液を対照にしてクロロフエノールは509nm、フ
エノール類は502nm で吸光度を測定する。
2 ・ 4 濃縮操作
2 ・ 4 ・ 1 Sep-Pak C18 による濃縮法
Sep-P，泊(C18 (Waters 製)は前処理としてメタノール2ml を通し、蒸留水5ml で
洗い流す。この操作を 2 回繰り返したものを用いた。 2 ・ 3 の標準操作を行い、クロロ
フエノールまたはフエノール類の発色溶液を作る。この発色溶液をSep-Pak C18 に通
して吸着させた後、 60%アセトニトリル4ml で溶離し、クロロフエノールは509nm
で、フエノール類は502nm で吸光度を測定する。
2 ・ 4 ・ 2 Porapak RDx による濃縮法
Porapak RDx (Waters 製)は前処理として、メタノール10ml を通し、蒸留水10m!で
洗浄したものを用いた。クロロフエノールまたはフエノール類標準溶液を25m!メスフ
ラスコに採り、リン酸緩衝液 (pH4) 3ml を加え、蒸留水で25ml とする。この溶液
をPorapak RDx に通す。 90%メタノール水溶液5ml で溶離し、 2 . 3 の標準操作に
より発色させ、試薬空試験液を対照にして、 509nm 、 502nmで吸光度を測定する。
3 結果と考察
3 ・ 1 吸収スペクトル
1 0-5 Mクロロフエノール5ロ吐、フエノール類は10μg ml-t 標準溶液7ml を 2 5m1 
メスフラスコに採り、 2 ・ 3 、 2 ・ 4 ・ 1 、及び 2 ・ 4 ・ 2 の操作に従ってそれぞれの
吸収スペクトルを測定した。その結果、クロロフエノールは509nm 、フエノール類は
502nm で吸収極大が観測された。
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3. 2 4-AA 濃度の影響
2 ・ 3 に従って、 10μg ml-1 フエノール標準溶液 7ml に対する 4-AA の添加量の影
響を検討した。 1 %4-AA 濃度を変化させたところ、 1 ~ 1.5 ml の範囲で一定の吸光度
が得られた。1.5 m1以上添加すると空試験液の吸光度が増大したので、本実験では 1
%4-AA の添加量を1ml とした。
3 ・ 3 ヘキサシアノ鉄 (m) 酸カリウム濃度の影響
2 ・ 3 に従って、 10μgm 1 -1 フエノール標準溶液 7ml に対するヘキサシアノ鉄(
血)酸カリウムの添加量の影響を検討した。その結果、 1%ヘキサシアノ鉄(皿)酸カ
リウム 4""'6 m1の範囲で一定の吸光度が得られた。 6 m1以上では空試験液の吸光度は
増大し、 4ml 以下では吸光度が低くなるため、本実験では 1%ヘキサシアノ鉄 (III)
酸カリウム添加量を 5ml とした。
3. 4 溶離液濃度及び溶離液量の影響
3 ・ 4 ・ 1 Sep-Pak C18 
1 0μg ml-1 フエノール標準溶液 1m 1 を
用い、 2 ・ 4 ・ 1 の操作に従って、 Sep-Pal王
C18 に吸着させ、その溶離について検討した。
溶離液量を 4ml に回定し、溶離液であるア
セトニトリルの濃度を 40""100%の範囲で
変化させたところ、 60%以下ではやや吸光度コン三シヨ 試料込入と
が低くなったが、 60%以上でほぼ一定の吸光ニング 捕集
度が得られた。本実験では、 60%アセトニト
リルを用いてアミノアンチピリン色素を溶離するとととした。
f刻字手順
-h叫榊 。(dl 
溶出
図 1 国相抽出の基本操作
3 ・ 4 ・ 2 Porapak RDx 
1 0μg ml ~l フエノール標準溶液3ml を用い、 2 ・ 4 ・ 2の操作に従って、 Porapak
RDX に吸着させ、その溶離について検討した。溶離液量を5ml に固定し、溶離液であ
るメタノールの濃度を 60"""'100%の範囲で変化させたところ、濃度が増加するにつ
れ吸光度も増加したが、 90%以上でほぼ一定の吸光度が得られた。この結果、 90%
メタノールを用いて溶離することとした。
3. 5 Sep-Pak C18による濃縮効果
1 0 --4Mクロロフエノール標準溶液0.25""'2ml 、 1 0μgm 1 -1 フエノール類
o. 5 ......, 2. 5ml を 25m 1 メスフラスコに採り、 2 ・ 3 と 2 ・ 4 ・ 1 の操作に従っ
て発色体を溶離し、最終容積を 5ml とし、検量線を作成した。その結果、原点を通る
良好な直線 (r=0.998) が得られた。
次に、クロロフエノールは最終濃度が1~6x10-6M、フエノール類は 0.1 ~ 0.5μg 
rr?-1 となるよう溶液を調整し、発色溶液の液量を50、 100、 250 m!にし、上記と同
様な操作を行い、検量線を作成した。その結果、濃度と吸光度の問にはいずれも r=
0.998の相関関係が得られ、検量線の傾きから濃縮効果が成立していることが分かつた
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3. 6 Porapak RDx による濃縮効果
10-4 Mクロロフエノール標準溶液1'" 10 ml、フエノール類は10μgml-1 標準溶液 1
'"-' 10 ml を 25ml メスフラスコに採り、 2 ・ 3 及び2 ・ 4 ・ 2 の操作に従い、検量線を作
成した。その結果、原点を通る良好な直線 (r=0.998) が得られた。
また、 1 0μgml-1 フヱノール標準溶液 2ml 時のRSD (n=5) は 1. 25%で
測定体積を 10ml とし、 2.5 倍濃縮したときのRSD (n=5) は O. 98%であっ
た。 Porapak RDxを用いた場合も、検量線の傾きから濃縮効果が成立していることが
分かつた。
3. 7 水道水への添加回収率
本法を、環境試料に適用する目的で、水道水への添加回収実験を試みた。 10-4Mク
ロロフエノール標準溶液 0.5ml 、 1ml 、 10μgml-1フエノール類標準溶液 0.5ml 、 1
ml を水道水100ml 、 500ml に添加し、アミノアンチピリン色素を生成しSep-Pak 
C18で、濃縮検出し、 2 ・ 4 ・ 1の操作に従って行ったものと比較した。この時の濃縮率は
2 0 、 100 倍で、クロロフエノールの回収率は 103 、 105%、フエノール類の回
収率は 9 7 、 95%であった。
また、 Porapak RDx を用いて、上記の操作で 1 0 倍、 50倍濃縮したときの回収率
は、クロロフエノールの場合、 9 8 、 96%、フエノール類は、 94 、 91%であっ
た。
τ'able 1 Concentrated effects bv solid ohase extraction 
Elements Enrichmennt factor Recovery % Elements Enrichmennt 白ctor Recovery % 
Seo -PakC1皇 Porao叫k__RDx
C chloro phenol 
10-4 XO.5 20 (100• 5) 
X1 100 (500• 5) 
C phenol 
103 
105 
10-4 XO.5 10 (100• 10) 
X1 50 (500• 10) 
98 
96 
10μg XO.5 20 (100• 5) 98 10μg X 0.5 10 (100• 10) 94 
ﾗ1 100 (500• 5) 96 X 1 50 (500• 10) 91 
さらに、クロロフエノール標準溶液、フエノール標準溶液 0.25 ml を水道水 100
ml に添加し、 Porapak RDx、次いでSep-Pak C18で濃縮し、それぞれの回収率を求め
たところ、クロロフエノールの場合97%、フエノールの場合 95%となった。乙の時
の検出濃度は5X10-6M、 5 ng ml-1 である。
本研修では、環境試料中の汚染物質であるクロロフエノール及びフエノール類を回相
抽出 (Sep-Pak C18 及び~orapak RDx) 法を用いて濃縮・検出を行った。その結
果、 Sep-Pak C18を用いた場合は20'" 100 倍濃縮が、 Porapak RDx の場合は 10'"50 
倍の濃縮率が得られ、 JIS 法より操作が簡便であり、定量下限も向上し、微量定量法
として有用と思われる。
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